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論 文 内 容 要 旨
第1章 緒言
多 くの生物 は、適切 な生育環境 に適応す るため に、情報源 のひ とつ として光 を利用
して いる。農作物 に多大 な被害 を与える植物病原糸状菌 において も例外ではな く、生
長や有性 ・無性胞子の形成並び に色素合成等種 々の発育 ・分化過程 が近紫外 光(波 長
300-400nm)や 青色光(波 長400-500㎜)に よって制御 されてい る。 この ような、発育
や分化 が光 によって制御 される反応 は光形態形成 と呼ばれ る。 これ までの植物病原糸
状菌 にお ける光形態形成 に関する研 究では、主 として光調節反応 についての生理学的
解析 が行 なわれて きたが、胞子形成の光調節反応 の生態学的意義あ るいは光形態形成
についての分子生物学的解析 は行 なわれてこなかった。本研究では、 イネ ごま葉枯病
菌(Bipolarisoryzae)を 用 い、1)分 生胞子形成の光調節反応 か らみた光誘導型 ・非光
誘導型菌のタイプ分 けと自然界 におけ る分布、2)近 紫外光 によ り発現が調節され る遺
伝子の クローニ ング と解析、友ぴ、3)近 紫外光によるメ ラニ ン合成系遺伝子群 の発現
制御 に関する分子生物学的解析 を行 なった。
第2章 光誘導型 ・非光誘導型イネごま葉枯病菌の 自然界 における分布
ら
イネ ごま葉枯病菌の分生胞子(以 下胞子)形 成は、栄養菌糸 か ら胞子形成の前段階
で ある分生子柄 の形成が誘導 され る段 階 と、分生子柄 か ら胞 子が形成 され る段階の2
つの発育段階で、胞子形成 に対 して相反 する向 きに働 く近紫外光 と青色光 による光反
応 に よって調節 される。つ ま り、本菌は暗黒下では胞 子を形成せず栄養菌糸のみの生
育を行 い、近紫外光照射 によって胞子形成 が誘 導され るが、 その誘導効果 は近紫外光
照射直後 に与えた青色光照射 によって打 ち消 され る(Fig.1のPhotoinducedsporulatorを
参照)。 この ような胞子形成の光調節反応 を示すタイプの菌 は光誘導型 と呼ばれ る。 と
ころで、 自然界 には光誘導型のみ しか生存 していないのか、 あるいは光誘 導型以外の
タイ プの菌が存在す るかについては明 らかにされセいない。そこで、島根 県、宮城県
をは じめ6県 から407菌 株のイネ ごま葉枯病菌 を分離 ・同定 し、胞子形成の光調節反
応 を調査 した。その結果、3つ のタイプのイネごま葉枯病菌の存在 が明 らか とな った
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(Fig.1)。・各々のタイプの特徴は次のようである。
① 光 誘 導型(PD:栄 養菌糸か らの胞子形成 の前段階である分生子柄の形成誘導 には
近紫外光照射が必要であ り、連続 暗黒下では胞子が形成 されないタイプ。栄養菌糸か
ら分生子柄 の形成が誘導 され る発育段階 と、成熟 した分生子柄か ら胞子が形成され る
発育段階で、近紫外光 と青色光による拮抗的光反応による調節 を受ける。
② 非光 誘 導型1(NFI-1):栄 養菌糸か ら胞子 形成の前段階である分生子柄の形成誘導
には近紫外光照射 を必要 とせず、連続暗黒下で胞子が形成 され るタイプ。成熟 した分
生子柄か ら胞子が形成 され る発育段 階のみが、近紫外光 と青色光 による拮抗的光反応
による調節 を受ける。
③ 非光 誘 導型II(NPI・II):栄 養菌糸か ら胞子形成 の前段階で ある分生子柄 の形成誘
・導には近紫外光照射 を必要 とせず、連続暗黒下で胞子が形成 され るタイプ。非光誘導















調査 の結果、近紫外光 と青色光 によ り胞子形成が調節 され る光 誘 導 型が大勢 を占め
てお り、その割合は全体 の99%を 占めていた(1勧ble1)。 またぐ光 誘導型 とは異な り、
胞子形成に近紫外光 を必要 とせず、暗黒下で も胞子 を形成す る非光 誘導 型1及 び非光
誘導型 皿 がそれぞれ少数存在す ることが明 らか となった(Tab】e1)。
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一方
、形 態 的 ・病 理学
的 見 地 か らは 、 光 誘 導
型 、 非 光 誘 導 型1及 び
非 光 誘 導 型nに 差 異 は
認 め られ な か っ た(data
notshown)。 そ こで 、3
つ の タ イ プの近 縁 関 係 を
明 らか にす るため に、①
リ ボ ゾ ー ム 遺 伝 子
(rDNA)の 制 限酵 素 断
片 長 多 型 分 析(RH,P分
析)、 及び 、②R{mdomamp㎜edpolymo1phicDNA分 析(RAPD分 析)を 行 な った。そ の



























の結果、調査 した光 誘 導 型 と
非光 誘 導 型1及 び非光 誘 導
型Hは すべてひとつのクラス
ター に属 し、イネ ごま葉枯病
菌 と近縁 なCoc〃 励o'囎 属5
種 と系統的に区別 された(Fig.
2)。 また、非光誘 導型 夏及び
非 光誘 導 型Hが ひ とつのク
ラスターを形成 した(Fig.2)。
以上の結果か ら、光 誘導 型 と
非光 誘 導型1及 び非光 誘 導
型Hは 分子 レベルで近縁であ






























非光 誘導型IIが 光 誘導 型 よりも互 いに近縁であることが明らか となった。
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次に、光 誘導 型 と非光 誘導 型1及 び非光誘 導型IIの 形質 の遺伝様式について検討
するために、交雑による有性生殖の形成 を試みた。交雑実験の結果(Table2)、 光 誘導
型X光 誘 導型 の後代菌株 はすべて光 誘導型 であった。また、光 誘 導型X非 光 誘導
型 董の後代菌株 は、親株 と同 じ光 誘導 型 と非光誘 導型1の 分離比が1:1に 近似 して'
いた。一方、光 誘導 型X非 光 誘導 型Hの 後代菌株では、親株 と同 じ光誘導 型 と非光














以上第2章 の結果か ら、① 自然界には胞子形成光調節反応の異なるイネ ごま葉枯病
菌が3タ イプ存在する こと、②近紫外光 と青色光 によって胞子形成が調節 される光 誘
導 型 イネ ごま葉枯病菌が 自然界 に広 く存在すること、③近紫外光 による光調節反応が
認め られない非光誘 導型1及 び非光誘 導型IIは 少数である ことが明 らかとなった。、
また、RAPD分 析か ら、④ 非光誘 導型 翼と非光 誘導 型Hは 光 誘導 型 よりも互 いに近
縁であった こと、そ して交雑実験か ら、⑤光 誘導型 と非光 誘導 型Hの 形質の違 いは、
少な くとも連鎖 した2つ の遺伝子座が関与 している可能性が考 えられた。
一231一
第3章 近紫外光により翻節 される遺伝子 のクローニングと解析
植 物病原糸状菌 の近紫外光 によ る光
調節反応 を分子 レベルで解析す る足掛か
りとして、D冠fe士end記screening法を用い、
近柴外光 によ り発現が調節 される遺伝子
の単離 を試みた。その結果、近紫外光照
射 によ り発現量が顕著 に増加す る機能が
未知 の新規遺伝子 を2つ 単離 し、μ捗1
及び 姻 一25と名付けた(Fig.3)。 このう
ちきμ捗1に つ いて さらに詳細 に解 析を
行な った結果 、・μ渉1、遺伝子 の発現は、r
πy∫一1}灘 講難鞘 鋪鱒騨萄顔醸i糊■欝i<ト1kb
厩r25,ぐ ・0.5kb













白色光 にお いて顕著に増加 し、
青色光や赤色光 照射では効果
が 認 め られ な か った(Fig.
4A)。 また、そ の発現量 の程
度 は近紫外光 の照射量に依存
して増加 した(鞠.4B)。 こ
のタ うに・卿レ1遺 伝 子 の発
現は近紫外光賄射 によって特
異的に増加す る ことが明 らか
となった。さ らに κv凹 遺伝
子は、近紫外光照射後 の暗期
開始30分 以内に発現量 の増
加が顕著 に認め られ⊆3時 間
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次に、頗 一1遺伝子がコー ドする推定 タンパク質UVL1の 発現 に及ぼす近紫外光照射
の影響 を調査す るため、大腸菌 を用 いてUVI.1タ ンパ ク質 を作成 し、そのポ リクロー
ナル抗体 を用 いて ウエス タン分析 を
行なった。その結果 、副4が コー ド
す る推定タンパク質UVL1の 発現 も
近紫外光照射 によ り増加す る ごとが
明 らか となった(Fig.5)。 このUVI-
1タ ンパ ク質 は疎水性 ア ミノ酸 を多
く含 んでお り、可溶性画分 にはほと
ん ど存在 しなか った ことか ら(da血
notshown)、 何 らか の膜 タンパ クで
ある可能性が推定された。
以上第3章 では、近紫外光照射に
よ り発現が特 異的に調 節 される新規
遺伝子の存在 を明 らか にした。
第4章 近紫外光 によるメラニ ン合成系遺伝子群の発現制御 の解析 、
多 くの糸状菌 は、黒亀色素メ ラニンを合成 し、細胞表層にメラニ ンを蓄積 している。
これまで、菌類 にお けるメラニ ンの役割につ いては、有害な紫外線か らの防御や他 の
微生物 による分解 か らの細胞の保護 、あるいは、一部の植物病原糸状菌においては、
病原性 に必須の因子 である ことが報告 されている。 しか しなが ら、糸状菌 におけるメ
ラニ ン合成系遺伝 子の発現 に対す る光照射の影響 につ いては これまで明 らか にされて
いない。そ こで、イネ ごま葉枯病菌のメラニ ン合成系遺伝子の発現 に及ぼす光照射 の
影響について検討 した。 はじめに、イネ ごま葉枯病菌か ら3つ のメラニン合成系遺伝
子(BPK;31、 β5CD1、B㎜1)を クローニングし、 これ らの塩基配列及び推定 アミノ酸
配列を明 らかにした(datanotshown)。 ノーザ ン解析の結果、3つ のメラニ ン合成系遺
伝子 の発現 は近紫外光照射 によって特異的 に増加 したが、青色光、赤色光 、遠赤色光
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ではほ とん ど効果 は認 め られなか った
(Fig.6)。 この結果、糸状菌のメラニン
合成系遺伝子の発現が近紫外光によって
調節される ことがはじめ:て明 らか とな っ
た。
ここで・3つ のメラニ ン合成系遺伝子
の役割 を明 らか にす るために、遺伝子破




法及び相 同置換法 により、先 にクローニ

































3つ のメラニン合成系遺伝子破壊株 はすべてメラニ ンを合成 しないアル ピノ変異株 とな
・?た(Fig .7)。 この結果 か ら、 今 回解 析 した3つ の メ ラニ ン合 成 系遺伝 子 は、 いずれ も
本菌 のメラニン合成に必須の遺伝子であることが明 らか となった。
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さ らにζ近紫外光によって調節
される3つ のメラニ ン合成 系遺伝
子の発現調節 のメカニズムを明 ら
かにす るために、メラニ ン合成遺
伝 子 の 転 写 調 節 因 子 で あ る
せansρd凶onalacdvatorを コ㎞ ドす
る遺 伝子(BMRl)を ク ローニ ング



















3つのア膵 ノ変異体が分離された(恥8B)・ この結果から・転写調鯛 子をコー ド
す るβ廻R1遺 伝子 の破壊 によ り、3つ のメラニ ン合成系遺伝子の発現が抑制 され ること
が考え られた。
そ こで、B取R1破 壊株 を用 いて、3っ のメラニ ン合成系遺伝子 の発現解析 を行なった。
そ の結果、BMR1遺 伝子破壊株ではβPK31、B∫CD1及 びB㎜1の 発現が認 めら・れなか っ





























さ らに、 近 紫外 光 照 射 によ りBルfR1遺 伝
子 の発 現 が 増加 す るか 否 か をRT-PCRに よ
り調 査 した結 果 、transcdptionalacdvatorを
コー ドす るB財R1遺 伝子 の発現 も近紫 外光
に よ って 増 加 す る ことが 明 らか とな った
(Hg.10)。 したが って、近 紫外 光 照射 に
よる3つ の メ ラニ ン合成 系遺 伝 子 βP∬1、
B5CD1及 びB㎜1の 転 写 量 が 増 加 す るの
は、近 紫外 光 贔射 によ って 、3つ のメ ラニ
ン合 成 系遺 伝 子 を調 節 す るtranscriptional
acdvatorを コー ドす るβ潮R1の 発 現 が 増 加
したた めで あ る ことが 示 され た。 、
以上 第4章 で は 、イ ネ ごま葉 枯 病 菌 の メ
ラニ ン合成 系遺伝 子 群 の発現 が 、 近 紫外 光 によ り調 節 され る こと を糸 状 菌 にお いて初
めて 明 らか に した(Fig.11)。
剛 メ r㎜ 鳴 認ac卿
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本研究では、近紫外 光によるイネ ごま葉枯病菌の光調節反応 を、 これまで未開拓 で
あ った生態学的側面 と分子生物学的側 面か ら解析 した。その結果、 自然界 には、近紫
外光 と青色光 によって胞子形成 が調節 され る光誘導型 イネごま葉枯病菌が広 く分布 し
ていた ことか ら、(1)近 紫外光 と青色光による光調節反応 がイネ ごま葉枯病菌の 自然
界 にお ける生存や種 の維持 に重要な役割を持 っているもの と考え られた。 また、RApb
分析及び交雑実験:から、非光誘導型1と 非光誘導型IIは 光誘導型 よ りも互いに近縁で
あること、 そして光誘導型 と非光誘導型IIの 形質の違いは、少な くとも連鎖 した2つ
の遺伝子座 が関与 してい る可能性が考え られた。以上の結果か ら、(2)非 光誘導型1と
非光誘導型IIは おそ らく突然変異 により光誘導聖 か ら生 じた変異体である可能性が考
え られ た。 また、分子生物学的解析 か ら、近紫外光照射 によって発現が調節 され る2.
つの新規遺伝子(配v`一1,灘v∫一2∫)を単離 し、卿∫一1については、何 らかの膜 タンパ クであ
る可能性が示 された。そ して、メラニン合成系に関与する3つ の遺伝子(BPK81,B5CD1,
B㎜1)の 発現 が近紫外光 によ り調節 されることを明 らか にし、それ ら遺伝子の転写
促進は、近紫外光照射 によ り発現が増加するtranscriptionalactivatorBMR1が 関与 してい
ることが示唆 され た。さ らに、イネごま葉枯病菌の形質転換 系を確立 した。以上の結
果 か ら、(3)近 紫外光 によるイネ ごま葉枯病菌の光調節反応 を分子 レベルで解析で き
ることが示された。
近年、オ ゾン層 の破壊 に ともな う紫外線の増加が懸念 されている。胞子形成 が紫外
線 によ り誘導 あるいは促 進され る植物病原糸状菌は多 く、 さ らに、本研究で明 らかに
なったように、菌糸や胞 子の耐久性を高 めると考 えられるメ ラニンの合成 も紫外線 に
一よって促 進されるこ とを考 える と、紫外線の増加 によ りイネ ごま葉枯病菌 をは じめ と
する植物病原糸状菌 による病害 が拡大することも考え られ る。 したが って、近紫外光
による植物病原糸状菌の光調節反応 を解 明することは重要 かつ急務であ ζと考え る。
今後、 イネ ごま葉枯病菌 を用いた光調節反応の解析 によ り、光環境 に対 する生物 の進
化 や適応の機構 を解 明するだけでな く、 自然界 にお ける生存や種 の維持 に重要な役割
を持 ってい ると考 えられ る光調節反応 をターゲ ッ トに した新 しい病害防除の可能性 を
模 索で きるもの と考 えられた。
一237一
論 文 審 査 結 果 要 旨
菌類 の生 長 や有性 ・無性 胞子 の形成 並 び に色素 合成 等種 々の発育 ・分化 課程 は近紫 外光(波 長
300-400mm)や 青色光(波 長400-500mm)に よって制御 され る。 この ような発育 や分化 が光 に よっ
て調節 され る反 応は光形態形成 と呼 ばれ る。植物病原糸状菌の光形態形成 に関す る研究は,こ れまで
生理学 的解析 に主眼が置 かれて きた。本研 究は,植 物病原糸状菌の光調節反応 を,こ れ まで未 開拓 で
あ っ た 生態 学 的側 面 と分 子 生 物 学 的 側面 か ら解 析 す る こ とを 目的 と して,イ ネ ご ま葉 枯 病 菌
(Bipola士isoryzae)の 胞子形成光調節反応の存在意義 を検討 する とともに,分 子生物学 的手法 を導 入
し,近 紫 外光に よって発現 が調節 される遺伝子の解析 を行 った ものである。
日本各 地か ら分離 ・同定 したB.oryzae407菌 株 の胞子形成の光調節反応 を調査 した結果,1)栄 養
菌 糸か らの分性子柄形成 の誘導 および一定の成熟段階 にあ る分性子柄 か らの分性胞子形 成の誘導 が相
反 す る向 きに作用 する近紫外光 と青色光に よ り調節 され る光誘導型菌 が分離菌の99%を 占めている こ
と,2)光 誘導型 とは異 な り,胞 子形 成 に近紫外光を必要 とせず,暗 黒 下で も胞子 を形成す る少数 の
非光誘導 とは異 な り,胞 子形成 に近紫外光 を必要 とせず,暗 黒下 で も胞子 を形成す る少数の非光誘導,
1,皿 型菌 の存在 を明 らかに した。 この うち,非 光誘導1型 菌は,分 性子柄か らの分性胞子 の形成 は
近紫外光 と青色光 の拮抗反応 によ り調節 され るが,]1型 菌の胞子形成は2つ の発 育段階で光調節 を受
けない。 以上 の結果,近 紫外光 と青色光 による胞子形成 の光調節反応 がB.oryzaeの 自然界 における
生 存や種 の維 持 に重要 な役 割を持 ってい る,ことを指摘 した。 また,①rDNAの 制 限酵素 断片長多型
分析(RFLP),②RandomamplifiedpolymorphicDNA分 析(RAPD)に よる系統解析 お よび交雑
(有精生殖)実 験 か ら,光 誘導型菌 と非光誘導型菌 は分子 レベルで近縁であ り,そ の形 質の違 いは,
少 な くとも連鎖 した2つ の遺伝子座 が関与 しているこ とを指摘 した。
一方 ,植 物病原 糸状 菌 の近 紫外 光 に よる光 調節反 応 を分子 レベル で解析 す る足 掛 か りとして,
Differentialscreening法 を用 い,近 紫外光 に よ り発現 が調節 され る遺伝子 の単 離 を試 みた。その結
果,近 紫外光照射 によ り発現量が顕 著に増 加する新規遺伝子 を2種 類単離 した ことに よ り,近 紫外光
に より転写 レベ ルで発現 が調節 され る新規遺伝子 の存在 を植物病原 糸状菌 で初めて明 らか にした。 さ
らに,B.oryzaeか ら3つ のメ ラニソ合成系遺伝子BPKS1(Polyketldesynthase),BSCD1(Scytalone
dehydratase),BTHR1(1,3-8THMreductase)を クロー ニング し,こ れ ら遺伝子の発 現は近紫外光照
射 に よ って特 異的 に増 加 す る こ とを明 らか に した。 そ して,こ れ まで確 立 され て い なか ったB.
oryzaeの 形 質転換系 を確立 し,遺 伝子 タギソ グ法及 び相 同置換法 に よる遺 伝子破壊 実験 によ り,3
つのメ ラニソ合成系遺伝子 は,い ずれ も本菌のメラニソ合成に必須 の構造遺伝子であ るこ とを示 した。
さ ら に,近 紫 外 光 に よ っ て調 節 され る3つ の メ ラ ニ ン合 成 系 遺 伝 子 の転 写 調 節 因 子 で あ る
transcriptionalactivatorを コー ドす る遺伝子BMRIを ク ローニン グ し,BMRI遺 伝 子の発現 も近紫
外光 に よって増加 するこ とを明 らか に した。すなわち,近 紫外光照射 に よる3つ の メラニソ合成系遺
伝 子BPKS1,BSCD1及 びBTHR1の 転写 量が増加す るのは,近 紫外光 による$つ の メラニソ合成系
遺伝 子を調節す るtranscriptionalactivatorを コー ドす るBMR1の 発現が増加 した ことによることを
示 した。以上 の結果,B.oryzaeの メ ラニン合成遺伝子群 の発現 が,近 紫外光 に より調節 され るζと
を糸状菌 において初 めて明 らかにす る とともに,メ ラニン合成系遺伝子 の発現 を指標 として,近 紫外
光 に よる光調節反応 を解析 する新た な研究領域 を提起 した。
以上 の研究に よ り,植 物病原糸状菌の胞子形成 の光調節反 応の存在意義 の重要性が再認識 され ると
ともに,植 物病 原糸状菌 の光調節反応 を分子 レベルで解析す るための基礎 が築かれた。 よって審査員
一 同は ,本 論文 提出者 炉博士(農 学)の 学位を授与 するに価す るもの と認定 した。
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